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VERTRAG UBER WE INTERNATIONALE ZUSAMWENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERTCHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



recd 2 7 FUS 2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
F 1 704 - sch/msl 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03506 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
03/11/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
03/11/1998 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/36 



Anmelder 

HILDT, Eberhard; et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 

IV 


□ 


V 


(El 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
31/05/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



27.02.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt - P.B. 5818 Patentlaan 2 

NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 
Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 

Fax: +31 70 340 * 3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Macchia, G 

Tel. Nr. +31 70 340 4078 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03506 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf erne Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts a/s "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1 -1 2 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-5, eingereicht mit Schreiben vom 04/05/2000. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
S bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

13 bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

El Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

H Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03506 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uberden Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
Anspruche Nr. 10, 11. 

Begrundung: 

C3 Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspriiche Nr. 10, 1 1 , in bezug auf 

gewerbliche Anwendbarkeit, beziehen sich auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale 
vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, da3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 
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V. Begriindete Feststellung nach Art ike I 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 1-11 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 1-11 

Ja: Anspruche 1-9 
Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03506 



Zu Punkt ill 

Keine Erstelluna eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderisch e Tatiakeit und 
qewerbliche Anwendbarkeit 

1). Die Anspriiche 10 und 1 1 , insofern Verfahren zur therapeutischen Behandlung 
des menschlichen oder tierischen Korpers betreffend, beziehen sich auf einen 
Gegenstand, der nach Auffassung dieser Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT 
fallt. 

Daher wird uber die gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser 
Anspruche kein Gutachten erstellt (Artikel 34(4) a) (i) PCT). 

Zu Punkt V 

Bearundete Feststelluna nach Reael 66.2(aMih hinsichtlich d er Neuheit. der 
erfinderischen Tatiakeit und der aewerblichen Anwendbar keit: Unter laaen und 
Erklarunaen zur Stiitzuna dieser Feststelluna 



1 ) . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : WO 95 20657 A (GX BIOSYSTEMS A/S (DK); SOKURENKO; HASTY; 

KLEMM; PALLESEN; MOLIN), 3. August 1995 (1995-08-03) 
D2: EP-A-0 456 215 (ABBOTT LABORATORIES (US); MIMMS L.T.; FLOREANI 

M.F.), 13. November 1991 (1991-11-13) 
D3: WIEPRECHT T. ET AL.: 'Influence of the angle subtended by the positively 

charged helix face on the membrane activity of amphipathic, antibacterial 

peptides' BIOCHEMISTRY, Bd.36 1997, Seiten 12869-12880, XP002141072 

2) . Dokument D1 offenbart ein Peptid, das die Aminosauresequenz 

" NSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPVLTTASPLSSIFSRIGDPALN " 
aus dem HBV-Oberflachenprotein aufweist (D1 : Seite 57). Dieses Peptid umfaBt 
das Peptid " PLSSIFSRIGDP " von Fig. 1 der vorliegenden Anmeldung. 
Dokument D1 umfaBt die DNA, die fur dieses Peptid kodiert, ein 
Expressionsplasmid (pLPA38), das die obengenannte DNA umfaBt, 
Bakterienzellen, die das obengenannte Expressionsplasmid enthalten, ein 
Verfahren zur Herstellung des obengenannten Peptids und Antikorper gerichtet 
gegen das obengenannte Peptid (D1: Seiten 57, 62-66, Abbildung 8). 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03506 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Daher ist der Gegenstand der Anspruche 1-9 nicht neu (Artikel 33(2) PCT), weil 
die kennzeichnenden, technischen Merkmale der Anspruche 1 und 2 keine 
Unterscheidung des beanspruchten Gegenstandes mit D1 zulassen. 

3) . Dokument D2 offenbart einen monoklonalen Antikorper gerichtet gegen ein 

Peptid, das die Aminosauresequenz " TVNPVLTTASPLSSIFSRIGDPALN " aus 
dem HBV-Oberflachenprotein aufweist (D2: Seite 10; Anspruch 1). Dieses Peptid 
umfaBt das Peptid " PLSSIFSRIGDP " von Fig. 1 der vorliegenden Anmeldung. 
Deshalb stent Dokument D2 dem Gegenstand der Anspruche 1 , 2 und 9 der 
vorliegenden Anmeldung neuheitsschadlich entgegen (Artikel 33(2) PCT). 

4) . Dokument D3 offenbart die Verwendung von dem Peptid 1 80°M2a zur 

Vermittlung von Zellpermeabilitat an Calcein (D3: Seite 12871 und 12873-12874). 

Das Peptid 180°M2a weist die Aminosauresequenz 

" GIGKFLHKVGSFIKSWKGEIMNS " auf (D3: Seite 12873). 

Die enthaltende Sequenz " KVGSFIKSWKGE " stimmt mit der Sequenz " 

XoiioXXioXiX " des Anspruchs 1 uberein. 

Der Gegenstand der Anspruche 1 , 10 und 1 1 ist daher nicht neu (Artikel 33(2) 
PCT). 

5) . Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 

10 und 11 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet 
sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche 
zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 
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Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkunaen zur internationalen Anm eldunq 

1) . Die Aminosauren, die im Anspruch 1 den Ausdriicken X, o und i entsprechen, 

werden nicht genau angegeben. 

Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegenstands dieses Anspruchs nicht 
klar ist (Artikel 6 PCT). 

2) . In den Beispielen 1-4 der vorliegenden Anmeldung, wird das Peptid 

" PLSSIFSRIGDP " von Fig. 1 verwendet. 

Dieses Peptid stimmt nicht mit der Formel " XoiioXXioXiX " des Anspruchs 1 

iiberein, weil das Zeichen " X " gemaG Seiten 2 und 3 der vorliegenden 

Anmeldung nicht der Aminosaure Prolin entspricht. 

Diese Ausfuhrungsbeispiele fallen daher nicht unter Anspruch 1 . 

Dieser Widerspruch zwischen Anspruch 1 und der Beschreibung fuhrt zu Zweifeln 

beziiglich des Gegenstandes des Schutzbegehrens, weshalb Anspruch 1 nicht 

klar ist (Artikel 6 PCT). 

3) . Die Anspriiche 2 und 5 enthalten Bezugnahmen auf die Zeichnung 1 . 

GemaG Regel 6.2 a) PCT durfen Anspriiche nur dann Bezugnahmen enthalten, 
wenn dies unbedingt erforderlich ist, was hier nicht der Fall ist. 
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TATENT COOPERATION TREAT 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
F 1704-sch/ms! 


for fiirthfr ArTinM See Notification of Transmittal of International 
ruK rtKiHLKALHUlN Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 


International filing date (day/montli/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/DE99/03506 


03 November 1999 (03.11.99) 


03 November 1 998 (03 . 1 1 .98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12N 15/36 






Applicant 


HILDT, Eberhard 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

31 May 2000(31.05.00) 


Date of completion of this report 

27 February 200 1 (27.02.200 1 ) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE99/03506 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages , as originally tiled, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-11 



. as originally filed. 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

. filed with the letter of 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/6-6/6 



, as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

1 1 the claims, Nos. 



1 . 1 the drawings. sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
1 — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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Intei^Bwialappiication No. 

PCT/DE 99/03506 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: BOX III 



Insofar as Claims 10 and 11 concern methods for the 
treatment of the human or animal body by therapy, 
the Examiner is of the opinion that their subject 
matter falls under PCT Rule 67.1(iv). 

Consequently, no expert opinion is established 
regarding the industrial applicability of the 
subject matter of these claims (PCT Article 
34 (4) (a) (i) ) . 
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iRY EXAMINATION REPORT 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



mal application No. 
PCT/DE 99/03506 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) Claims YES 



Claims 1-11 NO 

Inventive step (IS) Claims YES 

Claims 1-11 NO 



Industrial applicability (IA) Claims 1-9 



YES 



Claims ^O 



Citations and explanations 



This report makes reference to the following 
documents : 

Dl: WO-A-95/20657 (GX BIOSYSTEMS A/S (DK) ; 

SOKURENKO; HASTY; KLEMM; PALLESEN; MOLIN) , 

3 August 1995 (1995-08-03) 
D2: EP-A-0 456 215 (ABBOTT LABORATORIES (US); 

MIMMS L.T.; FLOREANI M.F.), 13 November 1991 

(1991-11-13) 

D3: WIEPRECHT T. ET AL . : "Influence of the angle 

subtended by the positively charged helix face 
on the membrane activity of amphipathic, 
antibacterial peptides", BIOCHEMISTRY, Vol. 
36, 1997, pages 12869-12880, XP002141072. 

Dl discloses a peptide with the amino acid sequence 
"NSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPVLTTASPLSSIFSRIGDPAL 
N" of the HBV surface protein (Dl: page 57). That 
peptide comprises the peptide " PLSSIFSRIGDP" 
depicted in Fig. 1 of the present application. Dl 
includes the DNA encoding this peptide, an 
expression plasmid (pLPA38) comprising the above- 
mentioned DNA, bacterial cells containing the above- 
mentioned expression plasmid, a method for producing 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



>nal application No. 
PCT/DE 99/03506 



the above-mentioned peptide and antibodies against 
the above-mentioned peptide (Dl: pages 57 and 62-66, 
as well as Figure 8) . 



Consequently, the subject matter of Claims 1-9 is 
not novel (PCT Article 33(2)) because the 
characterising technical features of Claims 1 and 2 
do not allow the claimed subject matter to be 
distinguished from Dl . 

D2 discloses a monoclonal antibody against a peptide 
having the amino acid sequence 

"TVNPVLTTASPLSSIFSRIGDPALN" of the HBV surface 
protein ( D2 : page 10 and Claim 1). That peptide 
comprises the peptide " PLSSIFSRIGDP" depicted in 
Fig. 1 of the present application. Consequently, D2 
appears to be detrimental to the novelty of the 
subject matter of Claims 1, 2 and 9 of the present 
application (PCT Article 33(2)). 

D3 discloses the use of the peptide 180°M2a for 
mediating cellular permeability to calcein (D3: 
pages 12871 and 12873-12874). The peptide 180°M2a 
comprises the amino acid sequence 

vx GIGKFLHKVGSFIKSWKGEIMNS" (D3: page 12873). The 
sequence " KVGSFIKSWKGE" contained therein matches 
the sequence "XoiioXXioXiX" of Claim 1. 

The subject matter of Claims 1, 10 and 11 is 
therefore not novel (PCT Article 33(2)). 

There are no uniform criteria in the PCT Contracting 
States for assessing the industrial applicability of 
the subjects of Claims 10 and 11 in their present 
form. Patentability can also depend on the wording 
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Int^^Hbnal application No. 
PCT/DE 99/03506 



of the claims. The EPO, for example, does not 
recognise the industrial applicability of claims to 
the use of a compound in a medical treatment; it 
does, however, allow claims to the first use of a 
known compound in a medical treatment or to the use 
of such a compound in the manufacture of a drug for 
a new medical treatment. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The amino acids that correspond to expressions X, o 
and i in Claim 1 are not specified. 

As a result, the definition of the subject matter of 
this claim is not clear (PCT Article 6). 

2. The peptide " PLSSIFSRIGDP" of Fig. 1 is used in 
Examples 1-4 of the present application. 

This peptide does not match the formula 
"XoiioXXioXiX" of Claim 1 because the sign "X" does 
not correspond to the amino acid proline, according 
to pages 2 and 3 of the present application. 

Consequently, these embodiments do not fall under 
Claim 1. 

This contradiction between Claim 1 and the 
description raises doubts regarding the subject 
matter for which protection is sought, and for this 
reason Claim 1 is not clear (PCT Article 6) . 

3. Claims 2 and 5 contain references to Figure 1. PCT 
Rule 6.2(a) stipulates that claims may contain 
references to the drawings only when this is 
absolutely necessary, which is not the case here. 




il application No. 



PCT/DE 99/03506 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 
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(USPTO) 



t — 



# 



PCT 



ANTRAG 



Vom Anmeldeamt auszufullen 



Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anmeldedatum 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Patentwesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmelders oder An waits (falls gewiinscht) 
(max. l2Zeichen) p 17Q4 _ sch/msl 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

HILDT, Eberhard 

Institut fur Experimentelle Chirurgie 
der Technischen Universitat Munchen 
Ismaninger Str. 22 

81675 Munchen 
DE 


^ Diese Person ist 
' ' gleichzeitig Erfinder 


Telefonnr.: 


Telefaxnr.: 


Fernschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder r— i a n e Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 1 1 nur die Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

fiir folgende Staaten: 1 X 1 mungsstaaten I I der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist. ) 

SCHMIDT, Stephanie 

Institut fur Experimentelle Chirurgie 
der Technischen Universitat Munchen 
Ismaninger Str. 22 

Mnnrhpn nF 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

|X | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreitzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i | alle Bestim- I I alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme fT7~| nur die Vereinigten | I die im Zusatzfeld 
fiir folgende Staaten: I I mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika I ^ I Staaten von Amerika l I angegebenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erflnder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder r— i . nwa | t I I gemeinsamer 
vor den zustandigen internationalen Behdrden in folgender Eigenschaft zu handeln als: Ia I | | Vertreter 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben.) 

SCHU6LER, Andrea HUBER & SCHUSSLER 
Truderinger Str. 246 Patentanw&lte • Patent Attorneys 

Truderinger Strafie 246 • 81825 Munchen 
81825 Munchen Tel. 089/42 72 47 48 • Rix 089/42 72 47 49 


Telefonnr.: 

089 / 42724748 


Telefaxnr.: 

089 / 42724749 


Fernschreibnr.: 


1 1 Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 

1 1 obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



\ 



FormblattPCT/RO/101 (Blatt l)(Juli 1998: Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsfomxular 



THIS PAGE BLAMK 



(USPTO) 



# 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bitte die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens ein Kastchen 
mufl angekreuzt werden): 

Regionales Patent 

gl AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 
UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

SI EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan. BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische Federation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

g] EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern, 
DE Deutschland, DK Danemark. ES Spanien. FI Finnland, FR Frankreich. GB Vereinigtes Konigreich, GRGriechenland, 
IE Irland. IT Italien, LU Luxemburg, iMC Monaco, NL Niederlande, PT Ponugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

g] OA O API-Patent: BF Burkina Faso. B J Benin. CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo. CI Cote d' Ivoire, CM Kamerun£) \h/ 
GA Gabun, GN Guinea. ML Mali, MR Mauretanien. NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo und jeder weitere 
Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsart oderein sonstiges Verfahren gewiinscht wird, bitte 
auf der gepunkieten Linie angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird. bitte auf der gepunkieten Linie angeben ): 



t3 AL Albanien 

C3 AM Armenien S 

£3 AT Osterreich f£ 

gj AU Australien 

[3 AZ Aserbaidschan S 

£j BA Bosnien-Herzegowtna S 

& BB Barbados H 

0 BG Bulgarien 

S BR Brasilien , KI 

gj BY Belarus g] 

IS CA Kanada 

H CH und LI Schweiz und Liechtenstein £J 

S CN China f£ 

tS CU Kuba EB 

gj CZ Tschechische Republik fe] 

□ DE Deutschland \S 

H DK Danemark S 

HJ EE Estland fiS 

\S ES Spanien CS 

S FI Finnland (S 

t3 GB Vereinigtes Konigreich £9 

\S GE Georgien S3 

SI GH Ghana § 

E3 GM Gambia £) 



Lesotho 

Litauen 

Luxemburg 

Lettland 

Republik Moldau 
Madagaskar . . . . 





HR 




HU 


& 


ID 




IL 


a 


IS 


(3 


JP 


IS 


KE 


& 


KG 


& 


KP 


a 


KR 


la 


KZ 


is 


LC 




LK 


ta 


LR 



Kroatien Q3 

Ungam ^ 

Indonesien ^ 

Israel gl 

Island £g 

Japan 

Kenia B 

Kirgisistan H 

Demokratische Volksrepublik Korea H 



LS 
LT 
LU 
LV 
MD 
MG 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongoiei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika . . .-."7 



UZ 
VN 
YU 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 



Republik Korea 
Kasachstan . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 



B ZW Simbabwe 

Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Verbffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

Indien 

El 



Grenada 



Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach 
Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen, die von dieser Erklarung ausgenommen sind." Der Anmelder erklart, daB diese zusatzlichen Besummungen unter 
dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist ais vom Anmelder zuruckgenommen gilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erfolgt durch die Einreichung einer Mitteilung, in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Zahlung der Bestimmungs- und 
der Bestdtigungsgebuhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/I01 (Blatt 2) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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Blatt Nr. 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



I I Weitere Prioritatsanspruche sind im Zusatzfeld angegeben. 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 
der friiheren Anmeldung 



1st die fruhere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:' 1 
regionales Amt 



internationale Anmeldung 
Anmeldeamt 



Zeile(l) 

03 November 1998 
(03.11.98) 



198 50 718.6 



DE 



Zeile (2) 



Zeile (3) 



IX J Das Anmeldeamt wird ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) 1 

— bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem internationalen Biiro zu ubermitteln (nur falls die friihere Anmeldung(en) bei 
dem Amt eingereicht worden ist(sind), dasfiirdie Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 

* Falls es sich bei der friiheren Anmeldung urn eine ARIPO-Anmeldung handelt, so mitfi in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden, der 
Mitgliedstaat der Pariser Verbandsubereinkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentwns ist und fiir den die fruhere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehorde (ISA) 

(falls zwei oder mehr als zwei internationale Recherchen- 
behdrden fiir die Ausfiihrung der internationalen Recherche 
zustdndig sind, geben Sie die von I/men gewdhlte Behbrde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden): 

ISA/ EPA 



Antrag auf Nutzung der Ergebnisse einer friiheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
friihere Recherche (falls eine friihere Recherche bei der internationalen Recherchenbehorde 
beantragt oder von ihr durchgefiihrt warden ist): 



Datu m ( Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTRQLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 

Antrag : 3 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 



12 

2 

1 
6 



Blattzahl insgesamt 



24 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. □ Blatt fiir die Gebuhrenberechnung 

2. Q Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. Q Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. □ Begriindung fiir das Fehlen einer Unterschrift 

5. j%r*Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

1. Q Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. [J Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. □ Sonstige (einzeln auffiihren): 



Abbildung der Zeichnungen, die 

mit der Zusammenfassung 
veroffentlicht werden soli (Nr.): 


Sprache, in der die 

internationale Anmeldung QeutSCh 
eingereicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES AN WALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 



Munchen, den 03. November 1999 



(vorab per Telefax: 24 Seiten) 




Dr. Andrea SchuBJfer 



l. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

1 1 einge- 

1 1 gangen: 

1 1 nicht ein- 
I 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich. jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel fl(2) PCT: 


5. Internationale Recherchenbehorde TC A / 
(fails zwei oder mehr zustdndig sind): lo A / 


6. 1 1 Ubermittluno des Recherchenexemplars bis zur 
1 1 Zahlung der Recherchengebuhr aufgeschoben 




Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Biiro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Juli 1998: Nachdruck Juii 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsfonnular 



VERTRAG R DIE INTERNATIONALE ZUSA^^NARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

HUBER & SCHUSSLER 
z.H. Schiissler, Anch 
Truderinger Str. 24< 
D-81825 Munchen 


EiNGEGANGEN 

2 % JUL! 2000 

'. — La 


MITTEILUNG UBER DIE OBERMITTLUNG DES 
INTERN ATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODFR DFR FRKI ARI JNfi 

(Regel 44.1 PCT) 


! Absendedatum 

(TagMonat/Jahr) 20/07/2000 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts v 

F 1704 - sch/msl 1 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/03506 


Internationales Anmeldedatum 

(T ag/Monat/Jahr) 03/ 1 1 / 1 999 


Anmefder 

HILDT, Eberhard; et al . 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der internationale Recherchenbericht ersteltt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Elnrelchung von Anderungen und elner Erklarung nach Art Ike 1 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann slnd Anderungen elnzurelchen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo slnd Anderungen elnzurelchen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-1 21 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.1 4.35 

Nahere Hlnwelse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mrtgeteitt, daB kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



I I Hlnslchtllch des Wlderspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen GebQhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
1 — 1 dem Anmelder mitgeteilt, daB 

I I der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
1 — 1 Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vodiegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

Welteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablaut von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffentr- 
licht. Wjllder Anmelder die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 .1 
•tt.- 0CTT3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung Qber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Priontatsanspmchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum tst ein Antrag auf internationale vortaufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mochte. 

Innerhafb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 1 9 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahft wurden oder nicht ausgewahlt werden konrrten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 





Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde" 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
-Aft NL-2280 HV Rijswijk 
% S))l Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-301 6 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Andria Overbeeke-Siepkes 



FormWatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Diese Anmerkungen aollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemaft Artikel 1 9 go ben. Oiesen Anmerkungen 
liegen die Erforderntsse dea Vertrags Ober die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT) ( der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaftungsrichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen cfiesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere maBgebend Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Veroffentlichung der 
WIPO, zu entnehmen. 

Die in dies en Anmerkungen verwendeten Begriffe 'Artiker, "Rege!" und "Abschnitt" beziehen sich jewetls auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsondnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien. 

hinweise zu Anderungen gemAss artikel 19 



Nach Erhalt des international en Recherchenbenchts hat der Anmelder die Moglichkeit, einmal die AnsprOche der intemationaien 
Anmeldung zu an dem. Ea ist jedoch zu betonen, daB, da alle Teile der intemationaien Anmeldung (AnsprOche, Beschreibung und 
Zeichnungen) w ah rend des intemationaien vorlaufigen PrOfungsverfahrens geandert werden konnen, normalerwetse keine Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der AnsprOche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Sohutzes die Veroffentlichung cfieser Anspruche wOnscht oder ein anderer Grund fQr eine Anderung der AnsprOche vpr ihrer intemationa- 
ien Verdffentlichung voriiegt. Weitemin tst zu beach ten, daB ein voriaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaltlich ist. 



Wei che Telle der Intemationaien Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rah men von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

In der intemationaien Phase kdnnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationaien vorlaufigen PrOfung beauf- 
tragten Be horde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und cfie Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationaien vorlaufigen PrOfung beauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nation ale Phase konnen alle Teile der intemationaien Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 



Bis warm sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei M on at en ab der Obermittlung des intemationaien Recherchenbenchts oder innerhalb von sechzehn M on at en ab 
dem Prioritatsdatum, je nach dem, welch e Frist spater ablauft Die Anderungen gotten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Intemationaien BOro nach Ablauf der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vonberertungen fOr die 
intemationale Veroffentlichung (Reg el 46.1) zugehen 



Wo sind die Anderungen nlcht einzureichen? 

Die Anderungen k&nnen nur beim Intemationaien BOro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Intemationaien Recherohenbehorde 
eingereicht werden (Re gel 46.2). 

Falls ein Ant rag auf intemationale voriaufige PrOfung eingereicht wurde/Wird, siehe unten. 

In wetcher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche, durch HinzufQgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche oder durch Anderung des Worttauts eines oder mehrerer AnsprOche in der eingereicht en Fassung. 

FOr jades Anspruchsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprOnglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle Anspruche, die auf ein em Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabtschen Ziffem zu numerieren. Wind ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen Anspruche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprOche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsrichtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind In der Sprache abzufassen, In der dlelntematlonale Anmeldung veroffentllcht wird. 



Welche Untertagen sind den Anderungen betzufQgen? "~ 
Beglettschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit ein em Beglettschreiben einzureichen. 

Das Beglettschreiben wind nicht zusammen mit der intemationaien Anmeldung und den geandert en AnsprOchen veroffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "ErWarung nach Artikel 19(1)* (siehe unten, "Erklarung nach Artikel 19 (1)*), 

Das Beglettschreiben Ist nach Wahl des Anmeiders In englischer oder franzdslscher Sprache abzufassen. Bei engllschspra- 
chigen Intemationaien Anmeldungen Ist das Beglettschreiben aber ebenfalls In englischer, bei franzdslschsprachigen Inter- 
natlonalen Anmeldungen In franzdslscher Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



lm Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen 
anzugeben. So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der intemationalen Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen AnsprOchen konnen zusammengefaBt werden), ob 

i) der Anspruch unverandert tst; 

ii) der Anspruch gestrichen word en ist; 

iii) der Anspruch neu tst; 

iv) der Anspruch einen oder mehrere AnsprOche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOckzufuhren ist. 



Im folgenden sind Beispiete angegeben, wle Anderungen im Beglettshreiben zu erISutem sind: 

1. [Wenn anstelle von ursprunglich 48 AnsprQchen nach der An de rung etniger Ansp ruche 51 AnsprOche existieren]: 

'Die AnsprOche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte AnsprOche gleicher Numerterung ersetzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverandert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefugt." 

2. (Wenn anstelle von ursprOnglich 1 5 AnsprOchen nach der An de rung aller AnsprOche 1 1 AnsprOche existieren J: 
"Geanderte AnsprOche 1 bis 1 1 treten an die St e lie der AnsprOche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprunglich 14 AnsprOche existierten und die Anderungen darin bestehen, daft eirrige AnsprOche gestrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugefugt werden]: 

AnsprOche 1 bis 6 und 1 4 unverandert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefugt. "Oder" An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; aile Obrigen AnsprOche unverandert." 

4. (Wenn verschiedene Art en von Anderungen durchgefQhrt werden]: 

"AnsprOche 1 -10 unverandert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in geanderte AnsprOche 15,16 und 17 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 



"Erklarung nach Artikal 19(1)" (Reg* 46.4) 

Den Anderungen kann eine ErWarung beigefOgt werden, mit der die Anderungen erlautert und in re Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zetchnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 19(1) geandert werden konnen) 

Die Erklarung wird zusammen mit der intern ationaJen Anmeldung und den geanderten AnsprOchen veroffentlicht. 
Sle Ist In der Sprache abxufassen, In der die Intemationalen Anmeldung verdffentllcht wlrd. 

Sie muB kurz g eh ait en sein und darf, wenn in englischer Sprache abgefaftt oder ins Englische Obersetzt, nicht mehr ais 500 
Worter umfassen 

Die Erklarung ist nicht zu verwechseln mit dem Begleitschreiben, das auf die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Oberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "ErWarung nach Artikel 19 (1)". 

Die Erklarung darf keine herabsetzenden AuBerungen Ober den inter nationalen Recherchenbericht oder de Bedeutung von in dem 
Bericht angefOhrten Veroffentlichungen e nth arte n. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefQhrte Veroffentlichun- 
gen, die stch auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
n eh men. 



Auswirkungen etnes berelts gestettten Ant rags auf IntomatlonaJevoriauflge PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ein Ant rag auf intern at ion ale vorlaufige PrOfung 
gestellt worden, so sollte der Anmelder in sein em Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intern at ion alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen voriaufigen PrOfung beauftragen Be horde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erster Satz). 



Auswirkungen von Anderungen hlnslchtlich der Obersetzung derinternatlonalen Anmeldung belm Elntrttt In dle_ 
nation ale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eirrtritt in de nation aJe Phase mogltcherweise anstatt oder zusatzlich zu der Ober- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung eine Obersetzung der nach Artikel 19 geanderten AnsprOche an die 
bestimmten/ausgewahften Amter zu Obermitteln ist. 

Nahere Einzelheiten Ober die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahtten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fOr Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 
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RAGE BLANK 



VERTRAG HR DIE INTERNATIONALE ZUSAWWTENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwarts 

F 1704 - sch/msl 


WEITERES siehe Mrtteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/03506 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

03/1 1/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

03/11/1998 


Anmelder 

HILDT, Eberhard; et al . 



Dieser international Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikei 18 Obermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt __4 Blatter. 

PX~| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die intemationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die intemationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schrrflicher Form entharten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[X] bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

[X] bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

|X| Die Erklarung, dafi das nachtraglich eingereichte schrrftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehaft der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

["X"| Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

[X| Bestlmmte AnsprQche ha ben slch a Is nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Elnheltllchkelt der Erf Indung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezefchnung der Erflndung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. _ . — 

| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

jjTj wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

: wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentiichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
| | weil diese Abbildung die Erflndung besser kennzeichnet 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 
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INTERNATIONALE 



lCHERCHENBERICHT 



lales Aktenzeichen 



PCT/DE 99/03506 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/36 C07K14/02 C12N15/62 C07K19/00 C07K16/08 
C12N15/87 

Nach der IntemationaJen Patentklassifikation (IPK) oder nach der national en Massif] kation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Wassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentiichung en. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wan rend der intemationalen Recherche konsuttierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

STRAND 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



HILDT E. ET AL.: "Characterization of 

essential domains for the functionality of 

the MHBst trabscriptional activator and 

identification of a minimal MHBst 

activator" 

ONCOGENE, 

Bd. 11, Nr. 10, 

16. November 1995 (1995-11-16), Seiten 
2055-2066, XP000922823 
Seite 2059, linke Spalte; Abbildung 4 
Seite 2061, rechte Spalte; Abbildung 7 
Seite 2063, rechte Spalte, Absatz 2 -Seite 
2065, linke Spalte, Absatz 1 

-/— 



2-9 



Weitere VeroffentJichungen sind der Fortsetzung von Feid C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Verdffentlichung, die den ailgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentiicht worden ist 

"L" Verdffentlichung. die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lass en, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentiichung belegt werden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentiichung , die sich auf eine murxfliche Often ba rung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

■p" Verdffentlichung. die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentiicht worden ist 



T* Spate re Verdffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentiicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstanjinis des der 
Erfindung zug run del i egenden Prinzips oder der ihr'zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betracht et werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, werm die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

■&" Verdffentlichung, die Mitgiied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



10. Juli 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



20/07/2000 



Name und Postanschrifl der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt P-B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Riiswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-0016 



Bevoltmachtigter Bediensteter 



Macchia, G 



Fomnblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (JuC 1 992) 
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^^GE BLANK 



(USPTO) 



INTERN ATIONALER 



HERCHENBERICHT 



ales Aktenzeichen 



PCT/DE 99/03506 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erf orderfich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 95 20657 A (GX BIOSYSTEMS A/S (DK); 
SOKURENKO; HASTY; KLEMM; PALLESEN; MOLIN) 
3. August 1995 (1995-08-03) 
Zusammenfassung 
Seite 57 

Seite 62 -Seite 66 
Abbildung 8 

EP 0 456 215 A (ABBOTT LABORATORIES (US); 
MIMMS L.T.; FL0REANI M.F. ) 
13. November 1991 (1991-11-13) 
Zusammenfassung 
Seite 22; Anspruch 1 

WIEPRECHT T. ET AL.: "Influence of the 
angle subtended by the positively charged 
helix face on the membrane activity of 
amphipathic, antibacterial peptides" 
BIOCHEMISTRY, 

Bd. 36, 1997, Seiten 12869-12880, 

XP002141072 

Zusammenfassung 

Seite 12873, rechte Spalte, Absatz 2 
-Seite 12874, linke Spalte, Absatz 3; 
Tabelle 1 

OESS S. UND HILDT E. : "Novel cell 
permeable motif derived from the 
PreS2-domain of hepatitis-B virus surface 
antigens" 
GENE THERAPY, 

Bd. 7, Nr. 9, Mai 2000 (2000-05), Seiten 
750-758, XP000922825 
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PAGE BUHK vvro, 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Rationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/03506 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht ersteltt: 

1 . I X I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 

Obwohl die Anspruche 10 , 11, insofern in vivo Verfahren betreffend, sich auf 
ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tierischen Korpers beziehen, 
wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten 
Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. I I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, dafc diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1. 



□ Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
international e Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Ansoruche. 



internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
* ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



| [ Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fa&t: 



Bemerkungen hlnslchtllch elnes Wlderspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahft. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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INTERNATIONA LER R 



Angaben zu Veroffentlichungen, di 



• E 



RCHENBERICHT 

^elben Patentfamilie gehoren 



lales Aktenzeichen 



PCT/DE 99/03506 



lm Recherchenbericht 
angef uhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mrtglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



MO 


9520657 


A 


03-08- 


1995 


AU 


1532795 


A 


15-08-1995 












CA 


2180726 


A 


03-08-1995 












EP 


0738325 


A 


23-10-1996 


EP 


0456215 


A 


13-11- 


1991 


AU 


646039 


B 


03-02-1994 












AU 


7648191 


A 


14-11-1991 












CA 


2041772 


A 


12-11-1991 












JP 


4228087 


A 


18-08-1992 



FormWatt PCT71SA/210 (Anhang Patentlamflie){Jufi 1992) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



DerAntrag isi bei der zusidndigen mit der inter^mtonalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behdrde oder. wenn ovei oder mehr Behdrden zustandig sind, bei der 
vom Anmelder gewdhlten Behdrde einzureichen. Der Anmeider kann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behdrde auf der nachstehend en Zeile anveben 

EPEA7 




PCT 

ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 3 L des Venrags iiber die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patencwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) bean tragi (beantragen), daB fur die nachstehend bezeichnete in tern ati on ale Anmeldung 
die internationaie voriaufige Priifung nach dem Vertrag iiber die internationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchaefuhrt wird. 



Von der mit der internationalen vorliiufigen Priifung beauftragten Behorde auszufullen 



Bezeichnuns der [PEA 



Einsanesdatum des ANTRAGS 



FeJd Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmeiclers oder Anwalts 

F 1704 - sch/msl 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE99/03506 


Internationales Anmeidedamm tTag/Monavhhn 

03 Nov 1999 (03.11.99) 


(Friihester) Prioritatstag (Tag/Monm/Jahn 

03 Nov 1998 (03.11.98) 


Bezeichnung der Erfindung 

Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid 


Feld Nr. II ANMELDER 


N ame u nd A nsc hri f I : t Famiiienname. Vorname: beiiunstischen Personen vollstandiqe amtiiche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Posdeirzahi and der Name des Stoats anzttgeben. i 

HILDT, Eberharcl 

Institut fur Experimented Chirurgie der 
Technischen Universitat Munchen 
Ismaninger StraBe 22 

D-81675 Munchen 


Teleronnr.: 

f 


Telefax nr.: 


Fernschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Stoat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschnft: {famiiienname, Vorname: bei jurisiischen Personen voilstahai%e amtiiche Bezeichnung. Bet der Anschrift sind die Posdeitzahl una der Name des Staais an&geben.) 

SCHMIDT, Stephanie 

Institut fur Experimentelle Chirurgie der 
Technischen Universitat Munchen 
Ismaninger StraBe 22 

D-81675 Munchen _ 


Staatsaneehoriakeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: {Famiiienname, Vorname: bei jurisnschen Personen volhumdi%e amtiiche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzifeben.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): ■> 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


[ | Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblart PCT/IPEA/401 (Blatt 1) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe AnmerJamgen zu diesem Antragsformular 
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Blact Nr. 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE99/03506 



Feld Nr. m AN1VALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANS CHRJFT 



Die foiaende Person ist |x j Anwait | | gemeinsamer Venre:er" 

und nn ist vom (von den) Anmeiden n) bereits fniher besteilt worden und vertritt ihn (sie) auch tur die international vorlaufige 
' ' Priifung. 

| j wird hiermit besteilt: eine erwaige friihere Bestellung eines Anwaits/gemeinsamen Venreters wird hiermit widerrufen. 

□ wird hiermit zusatziich zu dem bereits fniher besteilten Anwait/gemeinsamen Venreter, nur fiir das Verfahren vor der 
mit der intemationalen voriauriaen Priifuna beauftraaten Behorde besteilt. 



Name u nd Ansc hri ft: { Fumiiienname. Vorname; beijurisnschen Penonen voilsrtmdiqe amtiiche Bezeichmm f>. 

8ei der Anschrift sind die Posdeitzahl and der Name des Stoats anzu^eben. t 

SCHUBLER, Andrea 
Truderinger Str . 246 

81825 Munchen 



Teiefonnr.: 



089/42724748 



i eieraxnr.: 



089/42724749 



Femschreibnr.: 



□ Dieses Kastchen is: anzukreuzsn. wenn kein Anwait oder gemeinsamer Vertrecer besteilt ist una stair dessen im obigen 
Ft Id eine soezieile Zusteilanschrift anaeaeben wird. 



Feld Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND AND ER UN GEN 



Der Anmeider wiinscht. da£ die mit der intemadonaien vortaungen Pnifung beauftragte Behorde"* 

| 1 die intemationaie vorlaurige Priifung auf der Grundlage der intemadonaien Anmeldung in der urspriingiich 

u I X) e:ngere:chten Fassung aurnimmt. - 

ii) | | die Anderungen nach Arrikei 54 

| [ der Beschreibung (Anderungen liegen bei) 

| | der Anspriiche (Anderungen liegen bei) 

| [ der Zeichnungen (Anderungen liegen bei) 
beriicksichugt. 

• j j die beim Intemadonaien Buro einaereichten Anderunaen der Anscriiche nach Arrikei 19 beriicksichugt (Kopie liegt 

IU ' I I be:). 

iv) | | die Anderungen der Anspriiche nach Arrikei 19 niche berucksichugt. sondem als iiberhoit ansieht. 



v) □ 



den Beainn der intemationalen vorlaufigen Pnifung bis zum Abiauf von 20 Monaten ab dem Priori tarsdatum 
aufscmebt. so rem die Behorde niche eine fCopie nach Arrikei 19 vocgenommener .Anderungen oder eine Erklarung des 
Anmeiders erhait. daB er keine solchen .Anderungen vornehmen will (Regel 69.1 d)). (Dieses Kastchen darj nur 
angekreuzr werden. wenn die Frist nach Arrikei 19 noch nicht ab$eiaufen ist.) 



Wenn kein Kastchen angekreuzr wird. wird mit der intemationalen voriaufigen Priifung auf der Grundlage 'der intemadonaien 
Anmeiduna in der urspriinelich einsereichten Fassung beaonnen: wenn eine Kopie der Anderungen der Anspriiche nach 
Artikef 19 und/oder Anderunsen der intemadonaien .Anmeldung nach Arrikei 34 bei der mit der intemationalen vorlaurigen. 
Priifung beauftragten Behorde eingehr. bevor diese mit der Ersrellung eines schrifdichen Bescheids oder des intemanonalen 
voriaufigen Prufungsberichts begonnea hat, wud jedoch die geandene Fassung verwender. 

Feld Nn V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 

Der Anmeider benennt als ausgewahlte Staaten aile auswahibaren Staaren (das heiQt. alle Staaten, die besrimmt wurden 
und durch Kapitel II des PCT gebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmeider besrimmte Staaien nicht auswahlen. sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzugeben.) 
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THIS PAGE BLANK (uspto) 



Blatt Nr. 



Internationales Akienzeichen 
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Feld Nr. VI K ONTR O LUSTE 



Dem Antrag liegen folgende Umeriagen fur die Z weeks der 
i n tern ado nalen vorliiu risen Priirung bei: 



L 


Anderungen nach Artikel 2^ 




erhalten 


nicht erhalten 




Beschreibung 


Blatter 


□ 


□ 




Anspriiche 


Blatter 


□ 


□ 




Zeichnungen 


Blatter 


□ 


□ 




Begleitschreiben zu den 




□ 


□ 




Anderungen nach Artike! 34 


Blatter 


3. 


Kopie der Anderungen nach Artike; S9 


Blatter 


□ 


□ 




Kopie einer Erklarung nach Anikei 19 


Blatter 


□ 


□ 




Sonstige (einzsin auffiihren) : 


Blatter 


□ 


□ 



Von der mit der intemadonalen vorlautigen Priifuns 
beauftrasten Be horde auszufullen 



Dem Antrag liegen aui3erdem die nachstehend angekxeuzten Unteriagen be:: 

I. | [ unterzeichneie gesondene Voilmacht |X 1 Blatt fur die Cebuhrenberechnung 



2. | | Kopie der aJigemeinen Vollmachc 

3. | 1 Begrundung riir das Fehien der L"nterschrin 



5. |X | sonstige (dinzein uurfuhren r. 

V-Scheck Nr. 5741 



Feid Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, AN WALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Name ieder unterzzichnenden Person is: neoen der Uruerschrtn z:t wiederhoien, una es isi anzugeben. sofern sich dies nicht aus dem Anrra° erjwt. 
in weicher Eiqenschan die Person anierzsichneu 

Munchen, den 31. Mai 2000 



Dr. Andrea SchuBlbr 



Von der mit der intemadonaJen voriaurlgen Priirung beaurtragten Behdrde auzurullen 



Datum des tatsachiichen Einsanss des .ANTRAGS: 



2. Geandertes Eingangsdarum des Antrags aufgrund 
von BERIGHTIGUNGEN nach Regei 60. i.b): 



□ Eingangsdatum des Antrags NACH Ablaut von 19 Monaten ab 
Priori tatsdamm: Punkt 4 una Punkt 5. unten. finden keine Anwendung. 



□ Der Anmelder wurde 
entsprechend unterrichtec 



4. Q Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Pnontatsdatum we gen Frisrveriangerung nach Regel 30. J. 



□ 



Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 19 Moncaten ab Priori tatsdarum. der verspatete Eingang isfaber nach 
Reaei 82 ENTS CHULD IGT. " * _ ' 



Antrag vom EPEA erhalten am: 



Vom Internauonalen Buro auszufullen 
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(57) Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polypeptid, das zellpermeabel ist und Zellpermeabilitat an Substanzen vermitteln kann, eine fur 
ein solches Polypeptid kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Polypeptids. Femer betrifft die Erfindung gegen 
das Polypeptid gerichtete Antikorper sowie die Verwendung des Polypeptids zur Vermittlung von Zellpermeabilitat an Substanzen. 
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Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polypeptid, das zellpermeabel ist und Zell- 
permeabilitat an Substanzen vermitteln kann, eine fur ein solches Polypeptid 
5 kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Polypeptids. 
Ferner betrifft die Erfindung gegen das Polypeptid gerichtete Antikdrper sowie die 
Verwendung des Polypeptids zur Vermittlung von Zellpermeabilitat an Substanzen. 

Mit Zeilpermeabilitat wird die Eigenschaft von Substanzen bezeichnet, in Zellen 
1 0 einzudringen. Diese Eigenschaft findet sich allerdings nur bei wenigen Substanzen. 

Die meisten Substanzen benotigen Hilfsmittel bzw. Verfahren, um in Zellen ein- 
zudringen. Beispiele hierfur sind Mikroinjektion, Elektroporation, Assoziation mit 
kationischen Lipiden, Liposomenbildung, Rezeptor-vermittelte Endocytose und 
Virusinfektion. Diese Hilfsmittel bzw. Verfahren weisen jedoch grofce Nachteile auf. 
15 Insbesondere sind sie teuer, erfordern komplexe Versuchsanordnungen und sind 
nur begrenzt einsetzbar. Ferner ist ihre Effizienz gering und sie erweisen sich oft 
als toxisch. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde ein Mittel bereitzu- 
20 stellen, mit dem Substanzen in Zellen eingebracht werden konnen, wobei vor- 
stehende Nachteile vermieden werden. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspriichen 
erreicht. 

25 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, daB ein 
Polypeptid, das vorzugsweise die Aminosauresequenz von Fig. 1 Oder eine hiervon 
durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz umfaBt, 
in Zellen eindringen kann, d.h. Zellpermeabilitat aufweist Er hat ein solches Poly- 
30 peptid in der PreS2-Region eines Hepatitis B Virus (HBV)-Oberflachenproteins 
gefunden. Das Polypeptid wird nachstehend mit ZPP "Zellpermeabilitat-ver- 
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mittelndes Polypeptid" bezeichnet. ZPP weist die Struktur einer amphiphilen a-Helix 
auf. Ferner hat der Anmelder erkannt, daB ZPP die Eigenschaft hat, Zellpermea- 
bilitat an Substanzen zu vermitteln. Diese konnen dann in Zellen eindringen, wobei 
die Zellpermeabilitat der Substanzen nicht auf bestimmte Zellen beschrankt ist. 
5 Auch behalten die Substanzen ihre Aktivitaten bei (vgl. Fig. 2). Varianten des 
erfindungsgemaBen ZPP aus verschiedenen HBV-Subtypen, die sich von der 
Sequenz von Fig. 1 durch eine Oder mehrere Aminosauren unterscheiden, sind in 
Fig. 3 gezeigt. Der Aminosaure-Sequenz von Fig. 1 (= PreS2-TLM) entspricht 
beispielsweise der Subtyp ayw (1) auf der Aminosaureebene vollstandig, wahrend 

10 die anderen Subtypen demgegenuber einen Oder mehrere Austausche aufweisen. 
Man sieht aber, daB zwischen verschiedenen HBV-Subtypen eine Konservierung 
bestimmter Aminosauren vorhanden ist. Diese laBt sich insbesondere durch die 
graphische Darstellung der Hydrophobizitatswerte bestatigen. Hieraus kann man 
den SchluB Ziehen, daB selbst bei einem Austausch von einer Oder mehreren 

1 5 Aminosauren, die Hydropathie-Verteilung im Gesamtmolekul erhalten bleiben sollte. 
Aufgrund dieses Befunds ist es fur den Fachmann leicht moglich, Varianten der 
Sequenz von Fig. 1 zu bestimmen, da nicht die Sequenz als solche entscheidend 
ist, sondern das Hydropathieprofil im Gesamtmolekul. Entsprechendes gilt fur 
verschiedene aviane Hepadnaviren (vgl. Fig. 4) bzw. Hepadnaviren der Nagetiere 

20 (vgl. Fig. 5). Diese werden jeweiis mit einem erfindungsgemaBen ZPP gemaB Fig. 

1 (= PreS2-TLM) verglichen und Hydropathie-Profile aufgestellt. Aus diesen ist 
ersichtlich, daB selbst bei einem fast vollstandigen Austausch der Aminosauren 
(z.B. HHBV <--> PreS2-TLM) das Hydropathie-Profil im wesentlichen erhalten 
bleibt. Dies bedeutet, daB nicht die Sequenz an sich, sondern die Abfolge hydro- 

25 philer und hydrophober Aminosauren in einem cr-helikalen Motiv entscheidend ist. 
In einem 12 Aminosauren umfassenden Peptid sind vorzugsweise die Positionen 
2, 5 und 9 von hydrophoben Aminosauren und die Positionen 3, 4, 8 und 11 von 
hydrophilen Aminosauren besetzt. Zu den hydrophoben Aminosauren zahlen 
Valin, Leucin, Isoleucin, Tryptophan, Phenylalanin und Methionin. Zu den hydrophi- 

30 len Aminosauren zahlen Glycin, Serin, Tyrosin, Threonin, Cystein, Asparagin und 
Glutamin. So gehorcht ein erfindungsgemaBes ZPP der folgenden allgemeinen 
Formel: 
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XoiioXXioXiX 



mit X = Variable Aminosaure (hydrophil, hydrophob Oder mit geladenen 
Seitengruppen) 

0 = hydrophobe Aminosaure 

1 = hydrophile Aminosaure 



Aminosauren mit geladenen Seitengruppen sind Aspartat, Glutamat (besitzen beide 
neg. geladene Seitengruppen), Lysin, Asparagin, Glutamin, Arginin und Histidin 
10 (besitzen pos. geladene Seitengruppen). 

ErfindungsgemaB werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein Polypeptid 
(ZPP) bereitzustellen, das Zellpermeabilitat an Substanzen vermitteln kann, wobei 
ZPP die oben angebene Sequenz bzw. vorzugsweise die Sequenz von Fig. 1 oder 
1 5 eine hiervon durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosaurese- 
quenz umfaBt und kein natives HBV-Oberflachenprotein ist und die DNA der 
letzteren Aminosauresequenz mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert 

Der Ausdruck "Vermittlung von Zellpermeabilitat an Substanzen" weist darauf hin, 
20 daB ZPP Zellpermeabilitat an Substanzen jeglicher Art und Abstammung vermitteln 
kann. Die Substanzen konnen z.B. Polypeptide (Proteine), Nukleinsauren oder 
chemische Verbindungen sein. Beispiele von Poiypeptiden sind Struktur-Polypepti- 
de, Tumornekrosefaktor, Interferone, Interleukine, Lymphokine, Wachstumsfaktoren, 
Plasmaproteine, z.B. Gerinnungsfaktoren und Stoffwechselenzyme, und Rezepto- 
25 ren. Insbesondere konnen die Polypeptide solche sein, welche die Immunogenitat 
von Zellen steigern konnen. Dies konnen Polypeptide sein, die Tumorzellen fehlen, 
z.B. Zytokine, wie IL-2, und GM-CSF, und kostimulatorische Molekule, wie B7-1, 
tumorassoziierte Antigene, z.B. MAGE1, Tyrosinasen und virale Polypeptide, z.B. 
E7 von humanem Papillomvirus und EBNA-3-Polypeptid von Epstein-Barr-Virus. 
30 Ferner konnen die Polypeptide Adapter-Polypeptide, Oligomerisierungsmotive 
eines Polypeptids, Polypeptidfragmente von Virus-Hullpolypeptiden, Hormone und 
Ribozyme sein. Beispiele von Nukleinsauren sind solche, die fur vorstehende 




WO 00/26379 PCT/DE99/03506 

4 

Polypeptide kodieren. Ferner konnen es Antisense-Oligonukleotide, Peptid-Nu- 
kleinsauren und Consenus-Sequenzen fur Transkriptionsfaktoren sein. Beispiele 
von chemischen Verbindungen sind Arzneimittel, die keine Poiypeptid-Struktur ' 
aufweisen. Solche konnen Cytostatika, Anasthetika, Antihistaminika, Antibiotika und 
5 Antimycotika sein. Zur Vermittlung der Zeilpermeabilitat kann es ausreichend sein, i 
wenn ZPP zusammen mit einer Substanz inkubiert wird, so daB sich chemische 
Bindungen, z.B. kovalente bzw. nicht-kovalente Bindungen, ausbilden konnen. 
Gunstig ist es, wenn ZPP uber einen Linker mit der Substanz verbunden ist, wobei 
dies z.B. uber Biotin/Streptavidin erfoigen kann. Der Linker kann am N- Oder C- 

10 Terminus von ZPP vorliegen. Besonders vorteilhaft ist es, wenn die Substanz als 
Polypeptid zusammen mit ZPP in einem Fusionspolypeptid vorliegt. ZPP kann 
hierbei am N- Oder C-Terminus bzw. innerhalb der Poiypeptid-Struktur der Sub- 
stanz vorliegen. Der Ausdruck "ZPP" umfaGt daher auch ein Fusionspolypeptid, in 
dem ZPP zusammen mit einer Substanz vorliegt. Die Vermittlung von Zellpermeabi- 

15 litat an Substanzen kann durch ubliche Verfahren nachgewiesen werden. Gunstig 
ist es, Zellen mit ZPP verbundenen Substanzen zu inkubieren und das Eindringen 
bzw. Vorliegen von ZPP und/oder den Substanzen in den Zellen nachzuweisen. 
Dies kann z.B. durch spezifische Antikorper Oder Reagentien erfoigen, die direkt 
Oder indirekt mit ZPP bzw. den Substanzen reagieren. 

20 

Der Ausdruck "eine durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Amino- 
sauresequenz" umfaBt jegiiche ein ZPP darstellende Aminosauresequenz, die nicht 
ein natives HBV-Oberflachenprotein ist. Vorzugsweise hybridisiert eine Sequenz, 
die fur "eine durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosaurese- 
25 quenz" codiert, mit der DNA-Sequenz von Fig. 1. Die DNA-Sequenz kann sich von 
der DNA von Fig. 1 durch Additionen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inver- 
sionen von ein oder mehreren Basenpaaren unterscheiden. Der Ausdruck "Hybri- 
disierung" weist auf eine Hybridisierung unter ublichen Bedingungen, insbesondere 
bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der Sequenz, hin. 

30 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Nukleinsaure, die fur 
ZPP kodiert. Die Nukleinsaure kann eine RNA oder eine DNA sein. Bevorzugt ist 
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eine DNA, die folgendes umfaBt: 
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(a) Die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA, wobei letztere DNA mit der DNA von Fig. 1 hybri- 
disiert und nicht fur ein natives HBV-Oberflachenprotein kodiert, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten genetischen Code ver- 
wandte DNA. 

Der Ausdruck "eine durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA" 
umfaBt jegliche fur ein ZPP kodierende DNA-Sequenz, die mit der DNA von Fig. 1 
hybridisiert und nicht fur ein natives HBV-Oberflachenprotein kodiert. Die DNA- 
Sequenz kann sich von der DNA von Fig. 1 durch Additionen, Deletionen, Sub- 
stitutionen und/oder Inversionen von ein oder mehreren Basenpaaren unter- 
scheiden. Hinsichtlich des Ausdrucks "Hybridisierung" wird auf vorstehende Aus- 
fuhrungen entsprechend verwiesen. 

Eine erfindungsgemaBe DNA kann als solche oder in einem Vektor vorliegen. 
Insbesondere kann eine erfindungsgemaBe DNA in einem Expressionsvektor 
vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpadl zu 
nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zeilen z.B. pKCR, pEFBOS, 
cDM8, pCEV4, pCDNA3, pKSVIO, pRCMV und pRK5 anzugeben sind. Fur die Ex- 
pression in Insektenzellen eignet sich besonders der Bacculovirus-Expressions- 
vektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn die erfindungsgemaBe, in einem 
Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassendieE.coli-StammeHB101, DH1 , x1776, JM101, JM 109, BL21, SG 13009 
und M15pRep4, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae, die tierischen Zellen 
L, NIH 3T3, FM3A, CHO, COS, Vera, HeLa, Hep62, CCL13 und 293, die Insekten- 
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zellen Sf9 unci Sf21 und die Pflanzenzellen Lupinus albus. 
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Der Fachmann kennt Verfahren und Bedingungen, Zellen mit einem, die erfin- 
dungsgemaBe DNA enthaltenden Expressionsvektor zu transformieren bzw. trans- 
fizieren und die Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch 
die erfindungsgemaBe DNA exprimierte ZPP zu isoiieren und zu reinigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ZPP gerichteter 
Antikorper. Ein solcher Antikorper kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. 
Er kann polyklonal bzw. monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, 
Tiere, insbesondere Kaninchen oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur 
einen monoklonalen Antikorper, mit ZPP zu immunisieren. Weitere "Booster" der 
Tiere konnen ebenfalls mit ZPP erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann dann aus 
dem Serum bzw. Eigeib der Tiere erhalten werden. Fur den monoklonalen Antikor- 
per werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit. Ein solcher umfaBt 
eine oder mehrere der folgenden Komponenten: 

(a) ein erfindungsgemaBes Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid (ZPP), 

(b) eine erfindungsgemaBe DNA, 

(c) einen erfindungsgemaBen Antikorper, sowie 

(d) ubliche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Losungsmittel, Kontrollen, etc. 

Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder mehrere Vertreter 
voriiegen. Hinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird auf vorstehendeAusfuhrungen 
verwiesen. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es Zellpermeabilitat zu vermitteln. Mit einem 
erfindungsgemaBen ZPP kann Zellpermeabilitat an Substanzen jeglicher Art und 
Abstammung vermittelt werden. Die Zellpermeabilitat ist universell, d.h. sie ist nicht 
auf bestimmte Zellen beschrankt. Auch konnen die Zellen ex vivo bzw. in vivo 
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vorliegen. Desweiteren lost die Zellpermeabilitat keine toxischen Effekte aus. 

* Die vorliegende Erfindung eignet sich somit bestens fur Diagnose und Therapie. 

Letzteres umfaBt das Eingreifen in die Expression von Genen und in Stoffwech- 

' 5 selprozesse. Besonders eignet sich die vorliegende Erfindung fur die Diagnose und 
Therapie schwerster Erkrankungen, z.B. von Tumoren. Ganz besonders zeichnet 
sich die vorliegende Erfindung dadurch aus, daf3 sie sowohl fur konservative als 
auch gentherapeutische Behandlungsma3nahmen eingesetzt werden kann. 

10 Kurze Beschreibung der Zeichnungen. 

Fig. 1 zeigt die Aminosaure- und DNA-Sequenzen eines erfindungsgemaBen, 
Zellpermeabilitat-vermittelnden Polypeptids (ZPP). 

15 Fig. 2 zeigt den Nachweis von durch ZPP vermittelter Zellpermeabilitat. Die Spuren 
2 und 3 zeigen die Aktivierung von c-Raf1 -Kinase. Die Spuren 4 und 5 
zeigen deren Hemmung. Die Spuren 6 und 7 zeigen, daB mutiertes ZPP- 
PLAP (ZPP-KLAP) keine Hemmwirkung aufweist. 

20 Fig. 3 zeigt die Konservierung der Aminosauresequenz zwischen verschiedenen 
HBV-Subtypen sowie Hydropathieprofil 

Fig. 4 zeigt amphiphile Motive in der PreS-Region verschiedener avianer Hepadna- 
viren 

25 

Fig. 5 zeigt amphiphile Motive in der PreS2-Region verschiedener Hepadnaviren 
der Nagetiere 

Fig. 6 zeigt, daB DHBV42-53-EGFP ein zellpermeables Protein ist 

30 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert. 
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Beispiel 1: Nachweis von durch ein erfsndungsgemaBes Polypeptid (ZPP) 
vermittelter Zellpermeabilitat. 

Der Nachweis einer durch ZPP-vermitteiten Zellpermeabilitat wird durch Hemmung 
der TNFa-abhangigen Aktivierung von c-Raf1 -Kinase gezeigt Die Aktivierung der 
c-Raf1 -Kinase beruht auf der Interaktion des TNF-Rezeptors I (TNF-RI) mit dem 
Adaptermolekul Grb2. Hierzu interagiert die SH3-Domane von Grb2 mit einem 
PLAP-Motiv aus der cytoplasmatischen Domane von TNF-RI. 

Es wird ZPP in Form eines Fusionspolypeptids bereitgestellt. In diesem mit ZPP- 
PLAP bezeichneten Fusionspolypeptid liegt ZPP der Arninosauresequenz von Fig. 
1 ais N-Terminuspartner und ein PLAP-Motiv aus der cytoplasmatischen Domane 
von TNF-RI als C-Terminuspartner vor. Femer wird ein mit ZPP-KLAP bezeichnetes 
Fusionspolypeptid bereitgestellt, bei dem das PLAP-Motiv mutiert ist. 

HeLa Zellen werden 2 h mit 2/l/M ZPP-PLAP bzw. ZPP-KLAP (Kontrolle) inkubiert 
und 15 min mit 100/i/ml TNFor stimuliert. Die Aktivierung von c-Raf1 Kinase wird 
durch einen Immunkomplex-Test unter Verwendung von MEK (Santa Cruz, Biotech) 
und y 32 P-ATP als Substrat bestimmt (vgL Fig. 2). 

Es zeigt sich, daB ZPP-PLAP in die Zellen gelangt und die Aktivierung von C-Raf1- 
Kinase vollstandig hemmt (vgl. Fig. 2, Spuren 4 und 5). Ferner zeigt sich, daB ZPP- 
KLAP keine Hemmung erreicht (vgl. Fig. 2, Spuren 6 und 7). 

Beispiel 2: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgernaBen Zellpermea- 
bilitat-vermittelnden Polypeptids (ZPP). 

Die DNA von Fig. 1 wird am 5'-Ende mit einem Bglll-Linker und am 3'-Ende mit 
einem BamHI-Linker versehen und mit den entsprechenden Restriktionsenzymen 
nachgespalten. Das erhaltene Bglll/BamHI-Fragment wird in den BamHI-gespal- 
tenen Expressionsvektor pQe8 inseriert, so daB das Expressionsplasmid 
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pQe8/ZPP erhalten wird. 

Ferner wird aus dem Expressionsplasmid pGex-1die eine fur GST (Glutathion-S- 
Transferase) kodierende Sequenz isoliert. Diese weist an ihrem 5'-Ende eine 
BamHI-Restriktionsschnittstelle gefolgt von einer fur eine Thrombinschnittstelle 
kodierenden Sequenz auf. Ferner weist die Sequenz an ihrem 3'-Ende eine BamHI- 
Restriktionsschnittstelle auf. Die Sequenz wird in das BamHI-gespaltene Expres- 
sionsplasmid pQe8/ZPPinseriert, wodurchdas Expressionsplasmid pQe8/ZPP-GST 
erhalten wird. Dieses kodiert fur das Fusionspolypeptid ZPP-GST, pQe48/ZPP-GST 
wird zur Tra nsformation von E.coli SG 13009 (vgl. Gottesmann, S. et al., J. Bacte- 
riol. 148, (1981), 265-273) verwendet. Die Bakterien werden in einem LB-Medium 
mit 100jug/ml Ampiciilin und 25A/g/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60/l/M Iso- 
propyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Nach Induktion wird mittels 
Uitraschali die Lyse der sedimentierten und gewaschenen Bakterien durchgefuhrt. 
Die isolierung des ZPP-GST-Fusionspolypeptids erfolgt mittels Affinitatschromato- 
graphie an einer Glutathion-Saule. Das gebundene ZPP-GST-Fusionspolypeptid 
wird mittels eines linearen Anstiegs der GIutathion-Konzentration von 0 auf 10 mM 
eluiert. Das eluierte ZPP-GST Fusionsprotein wird einer Thrombinspaltung unterzo- 
gen. Das dadurch freigesetzte Hexa-His-ZPP (Fusionspolypeptid) wird anschlie- 
Bend durch Affinitatschromatographie unter denaturierenden Bedingungen mittels 
einer Ni-NTA-Agarose isoliert. Dies erfolgt in Gegenwart von 6 M Harnstoff ent- 
sprechend der Angaben des Herstellers (Qiagen). Das gebundene Hexa-His-ZPP 
wird in einem Puffer mit pH 6,3 eluiert, der 250 mM Imidazol enthalt. Das Hexa-His- 
ZPP wird einer 18 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen und 
mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, J.O. und Kornberg, R.D., J.Mol.Biol. 
149 (1975), 709-733). 

Es zeigt sich, daB ein erfindungsgemaBes (Fusions) polypeptid in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 



WO 00/26379 PCT/DE99/03506 

10 

Beispiel 3: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemaQen Antikorpers 



Ein erfindungsgemaBes Fusionspolypeptid von Beispiel 2 wird einer 18 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach Anfarbung des Gets mit 4 M 
Natriumacetat wird eine ca. 3 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und in 
Phosphat gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stucke werden sedimentiert, 
bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese, dereine Coomassie-Blau-Farbung folgt, bestimmtwird. Mitdem 
Gel-gereinigten Fusionspolypeptid werden Tiere wie folgt immunisiert: 



Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisierung werden 35 jug Gel-gereinigtes Fusionspolypeptid in 0,7 ml PBS 

und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. Hierzu wird ein erfin- 
dungsgemaBes Fusionspolypeptid von Beispiel 2 einer SDS-Polyacrylamid-Gelelek- 
trophorese unterzogen und auf ein Nitrocelluiosefilter ubertragen (vgl. Khyse- 
Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western Blot- 
Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 215-229, beschrie- 
ben, durchgefuhrt. Hierzu wird das Nitrocelluiosefilter eine Stunde bei 37°C mit 
einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des Kaninchens 
(1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten mit PBS wird das Nitrocelluio- 
sefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist ein mit alka- 
lischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikor- 
per (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C folgen 



WO 00/26379 PCT/DE99/03506 

11 

mehrere Waschschritte mit PBS und anschlieBend die alkalische Phosphatase- 
Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung (36/jM 5' Bromo-4-chloro-3-indoiylphosphat, 
400/l/M Nitroblau-tetrazolium, 100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2 ) 
bei Raumtemperatur, bis Banden sichtbar werden. 

Es zeigt sich, daB erfindungsgemaBe, polyklonale Antikdrper hergestellt werden 
konnen. 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikdrper Im Huhn 

Pro Immunisierung werden 40fjg Gel-gereinigtes Fusionspolypeptid in 0,8 ml PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb werden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet. Es werden 
erfindungsgemaBe, polyklonale Antikorper nachgewiesen. 

Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung werden 12/ig Gel-gereinigtes Fusionspolypeptid in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei der 
4. Immunisierung ist das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) 

Tag 87: Fusion 
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Uberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. ErfindungsgemaBe, 
monoklonale Antikorper werden nachgewiesen. 

Beispiei 4: Nachweis der DHBV-ZPP vermittelten Zellpermeabilitat 

5 

Nachweis der durch das DHBV(Duck Hepatitis B-Virus)-ZPP vermittelten Zell- 
permeabilitat wurde folgendermaBen gefuhrt. Es wurde gemafi Standard methoden 
ein Fusionsprotein bestehend aus einem hexa-His-Tag (6H), dem DHBV-ZPP und 
eGFP (enhanced green fluorescent protein) analog Beispiei 1 in einem E. coli 

10 Expressionssystem hergestellt. Es wurde das pQE-Vektorsystem der Fa. Qiagen 
angewendet. Dieses Protein (DHBV42-53eGFP) wurde isoliert. Fur Kontrollexperi- 
mente wurde wt6HeGFP (Fusionsprotein aus 6 His und eGFP) verwendet. Es 
wurden nun 293-Zellen fur 10 und 20 Min. in Gegenwart dieser Proteine inkubiert. 
Die Proteine wurden in einer Konzentration von 1 dem Medium zugesetzt. Nach 

15 10 bzw. 20 Min. wurden die Zellen lysiert und die cytosolische Fraktion der Zellen 
durch Ultrazentrifugation isoliert. 



Der Nachweis des Vorhandenseins von DHBV42-53-eGFP in der Cytosolfraktion 
erfolgte mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines hexa-His-tag spezi- 
fischen Antikorpers (Fig. 6, Spuren 1-4) (anti-Hexa-His6 der Fa. Qiagen) bzw. eines 
eGFP-spezifischen Antikorpers (anti-eGFP der Fa. Clontech) (Fig. 6, Spuren 5-8). 
Zur Detektion wurde ein Peroxidase-konjugierter Sekundarantikorper (anti-Maus 
HRP, anti-Rabbit-HRP der Fa. Amersham) verwendet. 

Der Western Blot zeigt, daB im Falle der Zugabe von DHBV42-53-eGFP eine 
Internalisation des Proteins in die Zelle (Cytosol) nach 10 Min. (Spuren 2, 6) bzw. 
20 Min. (Spuren 4, 8) zu beobachten ist, wahrend im Falle des Kontrollproteins 
wt6HeGFP, dem die Zellpermeabilitat vermittelnde Sequenz fehlt, dies weder nach 
10 Min. (Spuren 1, 5) noch nach 20 Minuten (Spuren 3, 7) zu beobachten ist. 



Diese Ergebnisse zeigen, daB DHBV-ZPP in der Lage ist als Carrier fur andere 
Proteine zu wirken. 



# 
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Patentanspruche 



1. 

* 5 
10 
15 

2. 

20 

3. 

25 4. 

5. 

30 



Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid (ZPP), wobei ZPP die folgende 
Aminosauresequenz aufweist: 

XoiioXXioXiX 

mit 

X = Variable Aminosaure (hydrophil, hydrophob oder mit gelade- 
nen Seitengruppen) 

0 = hydrophobe Aminosaure 

1 = hydrophile Aminosaure 

wobei ZPP kein natives HBV-Oberflachenprotein ist. 

Zellpermeabilitat-vermittelndes Polypeptid (ZPP) nach Anspruch 1, wobei 
ZPP die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder 
mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz umfaSt und kein 
natives HBV-Oberflachenprotein ist und wobei die DNA-Sequenz der letzte- 
ren Aminosauresequenz mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert. 

Nukleinsaure, kodierend fur ZPP nach Anspruch 1 oder 2. 

Nukleinsaure nach Anspruch 3, wobei die Nukleinsaure eine DNA ist. 

DNA nach Anspruch 4, umfassend: 

(a) Die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 
senpaare unterschiedliche DNA, wobei letztere DNA mit der DNA von 
Fig. 1 hybridisiert und nicht fur ein natives HBV-Oberfiachenprotein 
kodiert, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten genetischen Code 
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verwandte DNA. 

6. Expressionsplasmid, umfassend die Nukleinsaure nach Anspruch 3, 4 oder 
5. 

7. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 6. 

8. Verfahren zur Herstellung von ZPP, umfassend die Kultivierung der Trans- 
formante nach Anspruch 7 unter geeigneten Bedingungen. 

9. Antikorper, gerichtet gegen ZPP nach Anspruch 1 oder 2. 

10. Verwendung von ZPP nach Anspruch 1 oder 2 zur Vermittlung von Zell- 
permeabilitat an Substanzen. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei die Substanzen Polypeptide, Nu- 
kleinsauren und chemische Verbindungen umfassen. 
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PLSSIFSRIGDP 
CCC ATA TCG TCA ATC TTC TCG AGG ATT GGG GAC CCT 



Fig. 1 
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Tabelle 1: Konservierung des PreS2-TLM zwischen verschiedenen HBV-Subtypen 

Nukleotidsequenzen, Aminosauresequenzen und Hydropathie-Werte der Aminosaureseitenketten (nach Kyte & 
Doolittle, 1982) des PreS2-TLM aus Subtyp ayw (1) im Vergleich zu sechs anderen HBV Subtypen ayw (2), adr 
(1), adr. (2), ayr, adw und adw2. Die mit der Sequenz des PreS2-TLM aus Subtyp ayw (1) identischen 
Aminosauren und die dazugehorigen Hydropathie-Werte sind fett dargestellt. 



Subtyp ayw (1) 

CCC TTA TCG TCA ATC TTC 

Pro Leu Ser Ser lie Phe 

-1.6 3.8 -0.8 -0.8 4.5 2.8 



TCG AGG 
Ser Arg 
-0.8 -4.5 



ATT 
lie 
4.5 



GGG 
Gly 
-0.4 



GAC 
Asp 
-3.5 



CCT 
Pro 
-1.6 



Subtyp ayw (2) 

CCC ATA TCG TCA ATC TTC TCG 

Pro lie Ser Ser lie Phe Ser 

-1.6 4.5 -0.8 -0.8 4.5 2.8 -0.8 



AGG ATT 
Arg lie 
-4.5 4.5 



GGG 
Gly 
-0.4 



GAC 
Asp 
-3.5 



CCT 
Pro 
-1.6 



Subtypen adr (1), adr (2), ayr 

CCC ATA TCG TCA ATC TTC TCG 

Pro lie Ser Ser lie Phe Ser 

-1.6 4.5 -0.8 -0.8 4.5 2.8 -0.8 



AGG ACT 
Arg Thr 
-4.5 -0.7 



GGG 
Gly 
-0.4 



GAC 
Asp 
-3.5 



CCT 
Pro 
-1.6 



Subtypen adw, adw 2 

CAC ATC TCG 
His He 
-3.2 4.5 



TCA ATC TCC GCG 
Ser Ser lie Ser Ala 
-0.8 -0.8 4.5 -0.8 1.8 



AGG ACT 
Arg Thr 
-4.5 -0.7 



GGG 
Gly 
-0.4 



GAC 
Asp 
-3.5 



CCT 
Pro 
-1.6 



ayw(l) 
EJayw(2) 
Badr,ayr 
□ adw 




Amphiphilie von PreS2-TLM in verschiedenen HBV-Subtypen 

Darstellung der Verteilung der hydrophilen und hydrophoben Aminosauren im PreS2-TLM in Subtyp ayw (1) 
(blau) und den anderen HBV Subtypen ayw (2) (griin), adr (1), adr (2) ayr (rot) sowie adw und adw2 (grau). Auf 
der y-Achse sind die Hydropathie-Werte der Aminosaureseitenketten (nach Kyte & Doolittle, 1982) aufgetragen, 
positive Werte entsprechen hydrophoben, negative Werte hydrophilen Aniinosaureseitenketten. Auf der x-Achse 
sind die 12 Aminosauren des PreS2-TLM und der entsprechenden Sequenzen sechs anderer Subtypen 
aufgetragen mit dem N-terminalen Prolin an Position 1 . 
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D 


DHBV 


PreS2-TLM 


DHBV 


PreS2- 
TLM 


20 


L (Leu) 


P (Pro) 


3,8 


-1,6 


21 


L(Leu) 


L (Leu) 


3,8 


3,8 


22 


N (Asn) 


S (Ser) 


-3,5 


-0,8 


23 


Q (Gin) 


S (Ser) 


-3,5 


-0,8 


24 


L (Leu) 


I (He) 


3,8 


4,5 


25 


A (Ala) 


F(Phe) 


1,8 


2,8 


26 


G(Gly) 


S (Ser) 


-0,4 


-0,8 


27 


R(Arg) 


R(Arg) 


-4,5 


-4,5 


28 


M (Met) 


I (Ik) 


1,9 


4,5 


29 


I (He) 


G (Gly) 


4,5 


-0,4 


30 


P (Pro) 


D (Asp) 


-L6 


-3,5 


31 


K(Lys) 


P (Pro) 


-3,9 


-1,6 




n 


DHBV 


PreS2-TLM 


DHBV 


PreS2- 
TLM 


42 


T(Thr) 


P (Pro) 


-0,7 


-1,6 


43 


I («e) 


L (Leu) 


4,5 


3,8 


44 


D (Asp) 


S (Ser) 


-3,5 


-0,8 


45 


H (His) 


S (Ser) 


-3,2 


-0,8 


46 


V(VaI) 


I (He) 


4,2 


4.5 


47 


L (Leu) 


F (Phe) 


3,8 


2,8 


48 


D (Asp) 


S (Ser) 


-3,5 


-0.8 


49 


H (His) 


R(Arg) 


-3,2 


-4.5 


50 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


51 


Q (Gin) 


G (Gly) 


-3,5 


-0,4 


52 


T(Thr) 


D (Asp) 


-0.7 


-3,5 


53 


M (Met) 


P (Pro) 


1,9 


-1,6 



n 


HHBV 


PreS2-TLM 


HHBV 


PreS2- 
TLM 


45 


T(Thr) 


P(Pro) 


-0,7 


-1,6 


46 


1 (He) 


L(Leu) 


4,5 


3,8 


47 


Q (Gin) 


S (Ser) 


-3,5 


-0,8 


48 


H (His) 


S (Ser) 


-3,2 


-0,8 


49 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


50 


M (Met) 


F(Phe) 


1,9 


2,8 


51 


D (Asp) 


S (Ser) 


-3.5 


-0.8 


52 


H (His) 


R(Arg) 


-3,2 


-4,5 


S3 


l(Ile) 


I (He) 


4,5 


4,5 


54 


D (Asp) 


G (Gly) 


-3,5 


-0,4 


55 


S (Ser) 


D (Asp) 


-0,8 


-3,5 


56 


V(Val) 


P(Pro) 


4,2 


-1,6 




45 47 49 51 53 55 



Amphiphile Motive in der PreS-Region verschiedener avianer Hepadnaviren 

Vergleich der Hydrophathie-Profile des PreS2-TLM (grun) mit Ausschnitten der PreS-Region von DHBV3 (rot) 
und HHBV (blau). In den Tabellen sind die Positionen der Aminosauren in DHBV3 bzw. HHBV angegeben (n), 
zusammen mit der Aminosauresequenz des entsprechenden Abschnittes und des PreS2-TLM. Zusatzlich sind die 
Hydropathie-Werte angegeben (nach Kyte & Doolittle, 1982). Zwischen den Aminosauren 20 bis 31 und 42 bis 
53 von DHBV3 bzw. 45 bis 56 von HHBV befmden sich Motive ahnlicher Verteilung hydrophober und 
hydrophiler Aininosauren wie im PreS2-TLM. 
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Fig. 5 



n 


WHV 


PrcS2-TLM 


WHV 


PreS2- 
TLM 


33 


T(Thr) 


P (Pro) 


■0,7 


-1,6 


34 


L (Leu) 


L (Leu) 


3,8 


3,8 


35 


S (Scr) 


S (Ser) 


-0,8 


-0,8 


36 


P (Pro) 


S (Ser) 


-1,6 


-0,8 


37 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


38 


V(Val) 


F (Phe) 


4,2 


2,8 


39 


P (Pro) 


S (Ser) 


-U6 


-0,8 


40 


T(Thr) 


R(Arg) 


-0,7 


-4,5 


41 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


42 


S (Ser) 


G(Gly) 


-0,8 


-0,4 


43 


T(Thr) 


D (Asp) 


-0,7 


-3,5 


44 


I (He) 


P (Pro) 


4,2 


-1.6 




35 37 39 41 43 



D 


GSHV 


PreS2-TLM 


GSHV 


PreS2- 
TLM 


33 


T(Thr) 


P (Pro) 


-0,7 


-1,6 


34 


L (Leu) 


L (Leu) 


3,8 


3,8 


35 


S (Ser) 


S (Ser) 


-0,8 


-0,8 


36 


P (Pro) 


S (Ser) 


-1,6 


-0,8 


37 


V(Val) 


1 (lie) 


4,2 


4,5 


38 


V(Val) 


F (Phe) 


4,2 


2,8 


39 


P (Pro) 


S (Ser) 


-1,6 


-0,8 


40 


T(Thr) 


R(Arg) 


-0,7 


-4,5 


41 


V(Val) 


I (He) 


4,2 


4,5 


42 


S (Ser) 


G (Gly) 


-0,8 


-0,4 


43 


T(Thr) 


D (Asp) 


-0,7 


-3,5 


44 


T(Thr) 


P(Pro) 


-0,7 


-1,6 




Amphiphile Motive in der PreS2-Region verschiedener Hepadnaviren der Nagetiere 

Vergleich der Hydrophathie-Profile des PreS2-TLM (griin) mix Ausschnitten der PreS-Region von WHV (tiirkis) 
und GSHV (gelb). In den Tabellen sind die Positionen der Aminosauren in WHV bzw. GSHV angegeben (n), 
zusammen mit der Aminosauresequenz des entsprechenden Abschnittes und des PreS2-TLM. Zusatzlich sind die 
Hydropathie-Werte angegeben (nach Kyte & Doolittle, 1982). Zwischen den Aminosauren 33 bis 44 von PreS2 
aus WHV und GSHV befinden sich Motive ahnlicher Verteilving hydrophober und hydrophiler Aminosauren wie 
im PreS2-TLM. Das Motiv ist zwischen den beiden Hepadnaviren konserviert. 
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